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論文内容の要旨

[目的]

糖蛋白ホルモンである甲状腺刺激ホルモン (TSH) と，性腺刺激ホルモンは， α と β の 2 つのサブ

ユニットが非共有結合した heterodimerであり， αサブユニットはすべてに共通で， β サプユニットが

それぞれのホルモン特有の構造をもち生物学的活性の特異性を担うものとされている。さて，血中ヒト

T S H (hTSH) の測定は，イムノアッセイにより可能となり各種甲状腺疾患の診断に利用されているO

しかし，血中に存在する遊離型hTSH-βサブユニット (hTSH-β) は，極微量である上に hTSH との

交差反応が避け難く，信頼できる測定法がなかったため，その生理的病態的意義も不明な点が多かった。

そこで本研究ではhTSH-β に反応するモノクローナル抗体を用いて， hTSH とはほとんど交差反応が

なく hTSH β に特異的な酵素免疫測定法 (E 1 A) を開発し臨床応用を試みた。

[材料ならびに方法]

マウスモノクローナル抗hTSH-β抗体: hTSHあるいはhTSH-βでマウスを免疫し得られた 8 個の

クローンをおのおの固相化し，問 1 -hTSH との結合およびこれに対する hTSH または各抗体の競合阻

害効果から，それぞれの抗体の親和定数や特異性を検討した。固相化抗体: hTSH-β とのみ反応し

hTSH とは反応しないモノクローナル抗体 (B 1 )を物理的にシリコン片に吸着させたものを用いた。

酵素標識抗体: hTSH の βサブユニットを認識するモノクローナル抗体のうち親和性の最も高い抗体

(B 1 0)β-D -galactosidase を dimaleimide法にて結合させたものを用いた。測定操作:試験管に

標準hTSH-β(hTSH非含有血清を含む)または血清試料100μ P-， β-D -galactosidase標識抗体50

μ P-， リン酸緩衝液150μ2 を加えた後，固相化抗体シリコン片を 1 個加え室温で24時間反応させた後，

-179-



シリコン片を 2 回洗浄しその酵素活性を 4 -methylumbelliferyl-β- D -galactoside を基質とした

蛍光法で測定した。

[成績ならびに考察]

1.検出感度:最小検出感度は0.04ng/tubeであり，血清中O.4ng/mlの hTSH-βの検出が可能であっ

fこ O

2. 特異性 :hTSH ， hTSH-αサブユニット，ヒト胎盤性ゴナドトロピンとの交差反応は，それぞれ0.07

%, <0.03% , <0.03%であった。また， hTSH と hTSH-β との混合液をSephadex G -100でゲルろ過

し，分画中の hTSHおよびhTSH-β をそれぞれに特異的な EIAで測定したところ， hTSH濃度がピー

クの分画においても本EIAで反応しなかった。以上より本測定法はhTSH-βに特異的な方法である

と考えられた。

3. 回収率:血清試料に標準hTSH-β を添加した際の回収率は79---100%であった。

4. 再現性:同一血清検体を測定した際の再現性を変動係数であらわすと，平均12.2% (測定内)およ

び13.9% (測定間)であった。

5. 保存による影響:標準hTSH 500ng/ mlを加えた血清検体を 20
0

Cにて 1 カ月間保存し，その検体

中の hTSH βを測定したところ，保存前後でhTSH-β値に変動はなかった。このことより，保存血清

中に検出される hTSH βがhTSHから解離したものではないことが示された。

6. 血清中hTSH-β濃度:健常人22例，甲状腺機能充進症16例，下垂体TSH産生腫蕩 2 例では，全例

で感度以下，原発性甲状腺機能低下症では23例中 8 例で0.65---2.70ng/mlの hTSH-βが検出された。

7. TRH負荷試験:甲状腺機能低下症の患者 5 例にTRH500μg を静注したところ，全例でhTSH

β の上昇がみられた。

8. 血清中hTSH-β と hTSH との関係: hTSH-β が検出された血清検体において， hTSH-β値と

hTSH値を比較したところ，両者の間には有意の相関関係がみられた。

[総括]

1.モノクローナル抗体を用いた酵素免疫測定法 (E 1 A) による血清中遊離型hTSH β サブユニッ

ト測定法を開発した。

2. 本EIAは，従来の測定法で問題となったhTSH との交差反応がほとんどみられず， hTSH β に特

異性の高い方法であった。

3. 本EIAは，感度，回収率，再現性も良好であり臨床検査法として適していると考えられた0

4. 原発性甲状腺機能低下症では， hTSH-βが検出されTRH負荷で増加した。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト甲状腺刺激ホルモン (hTSH) とその βサブユニット (hTSH-β) を免疫源として

得たモノクローナル抗体を用いて抗原決定基地図を作製し，これに基づき hTSH とは交差せず極微量の
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血中遊離型hTSH βを特異的に測定できる酵素免疫測定法を開発し，臨床検査法としての基礎的条件

を種々検討した結果，臨床応用を可能としたものである。

本法は，今後下垂体-甲状腺系の病態生理解明に有用であり，学位論文として価値あるものと認めら

れる。
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